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PDGFRß signal of dermal fibroblasts defines the 
architecture of lymphatic vessel structure 
(皮膚線維芽細胞の血小板由来増殖因子受容体 ß シグナルは
リンパ管構造の構成を定義する) 
〔目的〕	
リンパ管は末梢器官のリンパと呼ばれる間質液を吸収し血液循環中にリンパ液を排出する機
能を有する。加えて、リンパ管はリンパ節と共同して能動免疫監視を促進する重要な役割を果た
す。生理学的なリンパ管新生には血管内皮増殖因子（VEGF）-Cやフォークヘッドボック
ス蛋白質c2（Foxc2）などが関与していることが報告されているが、十分な機序解明には
至っていない。血小板由来増殖因子（PDGF）は主要な間葉系細胞の増殖因子であり、成体マ
ウスでの同a受容体（PDGFR-a）遺伝子のノックアウト（a-KO）では、同遺伝子産物が誘導す
る皮膚線維芽細胞でのHGFや細胞外基質産生の低下によりもたらされる血管新生の遅延がある
ことにより、結合組織のリモデリングが遅延した（Horikawa et al., Sci Rep, 2015）。一方で、
成体マウスでの結合組織のリモデリングにおける同β受容体（PDGFR-b）の関与を示唆する知見
が蓄積されているが同遺伝子のKO (b-KO) マウスを用いた生体での研究はなされていない。
本研究では全身性にPDGFRb遺伝子の不活性化を誘導することにより、皮膚の結合組織のリモ
デリングにおける当該遺伝子産物の役割を検証した。
〔方法並びに成績〕	
実験はCAGG-PromotorによりTamoxifenで活性化されるCre recombinase遺伝子（CreER）を有す
るTransgenicマウスとLoxP配列を挿入されたPDGFβ受容体遺伝子（Flox-PRb）を有するマウスと
の交配実験により双方またはFlox-PRb遺伝子のみを有する2種類のマウスを使用した。前者への
Tamoxifen投与により全身でPDGFR-β遺伝子発現のInactivationを誘導したbeta-KOマウスと、対照
群として、Flox-PRb遺伝子のみを有するマウスに同様の処置を行なった後も当該蛋白質発現が保
存されるFloxマウスをそれぞれ使用した。4-5ヶ月齢のこれらの遺伝子変異マウス皮下に円形
のスポンジディスクを移植した。Tamoxifen経口投与はスポンジ移植後0日および14日に開始
し、それぞれ5日間連続（1日1回、225 mg / kg体重）投与した。移植後14日と28日に、周囲
の皮膚組織とともにスポンジ組織を採取した。得られた組織は、リアルタイムPCR、ウェス
タンブロッティング、および組織学的研究のために使用した。また、beta-KO、Floxマウス
から分離培養した皮膚線維芽細胞にTamoxifenを投与し、それぞれPDGFR-βの発現が抑制され
た細胞と、発現が保存された細胞を使用した。
対照群では 14 日のスポンジ内に少数のリンパ管新生が出現し、28 日目にはスポンジの全体に
おいて、小型のリンパ管が均一に形成された。一方b-KO では 14 日目にはほとんどリンパ管形成
が見られず、28 日目ではリンパ管はスポンジ内で不均一に偏在した。これらにおいては、不規
則に拡張した成分が目立った。α-KO では 28 日目では対照群と同様のリンパ管形成が形成され
た。対照群に比較して、α-KO、b-KO ともに 14 日目では、同様の血管新生の遅延をともなう肉
芽形成の低下がみられたが、いずれも 28 日目には対照群同様の血管新生および肉芽形成を来し
た。VEGF-D は採取した 28 日目のスポンジ組織、培養した皮膚線維芽細胞のリアルタイ
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ム PCR、ウェスタンブロッティング、免疫組織化学による定量で、また、SVEP1 は同組
織、同細胞の、リアルタイム PCR、免疫組織化学により定量した。それぞれ、PDGFR-β
シグナルの KO により皮膚結合組織のリモデリング部位および培養皮膚線維芽細胞にお
いて、VEGF-D および SVEP1 の産生レベルが有意に低下した。
〔総括および考察〕	
皮下スポンジにおいて観察される組織リモデリングを通して、β-KOマウスの28日目で
はFloxマウスおよびα-KOでは小型のリンパ管がスポンジ内に均一に分布した。一方　β-
KOではリンパ管はスポンジ内に不均等に偏在し、異常な拡張をともなう成分が目立っ
た。β-KOマウスのスポンジ内結合組織線維芽細胞および培養線維芽細胞においてVegfd
とS vep1発現が減少した。VegfdとSvep1の低下が異常なリンパ管形成と関連することが
疑われた。他方、血管新生は、α-KO及びβ-KO とも同様に14日目において一時的に抑制
されたが28日目では対照群と同程度の新生を示した。14日目のスポンジ組織のリアルタ
イムPCRにおいてCollagen遺伝子がα-KO、β-KOともに減少した。以上の事実より
PDGFR-βはVegfdとSvep1を介して独立にリンパ管の新生を誘導するが、双方の受容体は
Collagen等の共通のシグナルを介して血管新生に相補的に作用することが推定された。
二種類のPDGFRが結合組織においてそれぞれに共通するあるいは異なった機序で結合
組織の修復に関与することを明らかにした。歯周病や褥瘡などの不良肉芽の改善等の今
後の治療改善の基盤となる基礎的知見を示した。 
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【目的】 
血小板由来増殖因子は間葉系細胞の主要な増殖・遊走因子であり、発達、組織修復、腫
瘍発生、動脈硬化などに深く関わっている。Platelet-derived growth factor (PDGF)
は構造的に類似した 2種類のサブタイプがありそれぞれ PDGFαおよびβと呼ばれてい
る。成体マウスで PDGFα受容体（PDGFRα）遺伝子をノックアウトしたマウス（α－KO
マウス）では、血管新生や線維増生低下により肉芽形成抑制がみられる。一方、PDGFβ
受容体（PDGFβ）遺伝子をノックアウトしたマウス（β-KOマウス）での肉芽組織への
影響については未だ明らかにされていない。そこで本研究では、β-KOマウスを用いて、
肉芽組織の血管およびリンパ管新生における PDGFRβの機能を明らかとした。 
 
【方法】 
Tamoxifen投与により全身でPDGERβ遺伝子を不活化されるβ-KOマウス（4-5月齢）（β―
KO群）を用いた。対照として、α-KOマウス（α-KO群）および同様の処置でPDGFRβ遺伝
子発現が保たれるFLOXマウス（FLOX群）を使用した。2種類のマウス皮下にポリウレタン
の円形スポンジディスクを移植した。Tamoxifenは移植後0～4日および14～18日に1日1
回、9mg/40gBW投与した。移植後14日と28日に周囲の皮膚組織とともにスポンジ組織を採
取して、免疫組織化学法で肉芽組織の形態学的評価、リアルタイム－PCR法、Western blot
法で肉芽形成に関連する遺伝子・蛋白質発現量を評価した。 
 
【結果】 
β-KO群では組織内でPDGERβの発現が低下した。β-KO群では14日目にFLOX群に比べて、
Thrombospondin 1 (THBS1)の増加、Ⅰ型コラーゲンの低下がみられ、CD31の著しい低下
から血管新生抑制が観察された。同様の形態変化はα-KO群でも認められた。28日目で
FLOX群では直径の大きい管腔構造はLymphatic vessel endothelial hyaluronan 
receptor 1 (LYVE-1)やProspero homeobox protein 1 (PROX-1)染色から新生リンパ管
であり、肉芽組織全体にびまん性に分布していた。α-KO群でも類似の形態変化が観察
されたが、β-KO群ではリンパ管の拡張がより高度で不規則な分布を示した。β-KO群で
は、Vascular endothelial growth factor D (VEGF-D)とsushi, von Willebrand factor 
type A, EGF and pentraxin domain containing 1 (SVEP1)は組織と培養した線維芽細
胞においてmRNAと蛋白質発現の低下が認められた。 
 
【総括】 
本研究により、吉田尚史君は、スポンジ埋め込みモデルにおける血管およびリンパ管新
生におけるPDGFRβの機能を検討した。まず血管新生では、線維芽細胞のPDGFRβ発現抑
制はPDGFRα発現抑制と同様に、血管形成を抑制することを明らかとした。さらにPDGF
 Rβ発現抑制による血管形成抑制はⅠ型コラーゲン低下とTHBS 1産生増加が原因である
ことを証明した。次にリンパ管形成では、PDGFRβ発現抑制のみがVEGF-DとSVEP1の産生
低下が異常に拡大したリンパ管形成を誘導することが示唆された。以上のように本研究
は、PDGFRβは結合組織の組織修復において血管新生とリンパ管新生の両者に関与し、
リンパ管新生での構造を規定していることを明らかとした点で新規性がある。また、2
種類のPDGFRの機能を比較した点で医学的に重要である。今後、創薬への展開等の臨床
的発展性が期待される。 
以上より本審査会は本論文を博士（医学）の学位に十分値すると判断した。 
